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V. Begrundete Peststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Heuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anvendbarkeit; Unterlagen und Erlauterungen zur Stutzung dieser Peststellung 

1. PESTSTELLUNG 



Neuheit 



Anspruche 1 - 18, 20 - 38_ 
Anspruche 19_ \ 



JA 

NEIN 



Erf inderische Tatigkeit 



Anspruche 1 - 18, 20 - 34, 36 - 38 JA 

Anspruche 19, 35 : NEIN 



Geverbliche Anwendbarkeit 



Anspruche 1-38. 
Anspruche 



JA 
NEIN 



2. UNTERLAGEN UND ERLAUTERUNGEN 

1. Das Verfahren gemaS Anspruchen 1 - 18 ist nunmehr aixf 

heterogene Immunoassays beschrankt und somit vom Verfah- 
ren gemafi 

Dl = DATABASE WPI, Section Ch. week 9145, Derwent 

Publications ltd., London. GB. Class B04. 

AN 91-329371 T451 XPQ020Q8119. & JP-A-03 220 442, 

27.09.1991 

abgegrenzt. Dl beschreibt ein Verfahren zur Bestimmung 
von Antikdrpeir- oder Antigenkonzentrationen in flussigen 
Proben, bei dem Antikdrper oder Antigene mit magneti- 
schen Partikeln markiert werden, eine Agglutinations- 
reaktion durchgefuhrt , ein magnetisches Feld angelegt 
und wieder abgeschaltet , und die magnetische Remanenz 
der agglutinierten Partikel gemessen wird. 

Im Gegensatz hierzu handelt es sich bei der Erf indung urn 
die Messung einzeln gebundener. nich t aaalutinierter ma- 
gnet ischer Nanoteilchen . Da das erf indungsgemafie Verfah- 
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ren die mit einer Teilchenagglutinierung verbundenen 
Nachteile umgeht, erfullen- die Verf ahrensanspriiche 1 - 
18 sowie der darauf bezogene Verwendungsanspruch 25 die 
Erfordemisse gemafi Art. 33(2) und X3) PCT. 

2 . Da keines der zur Verf ugung stehenden Dokumente des 

Standes der Technik ein Verfahren gemaS Anspruch 26 be- 
schreibt, in dem die Messung der magnetischen Remanenz 
in vivo verwendet wird, erfiillt Anspruch 26 sowie die 
davon abhangigen oder darauf bezogenen Anspriiche 27 - 34 
ebenfalls die Kriterien gemaS Art. 33(2) und (3) PCT. 

3. Da es im vorliegenden Fall nicht moglich zu sein 

scheint, die technische Merkmale einer Verbindung durch 
eine beabsichtigte Verwendung zu definieren, sondern le- 
diglich durch ihre Struktur, da weiters Anspruch 19 kei- 
nerlei GroSenangaben beziiglich Mefi- oder 
Relaxationszeiten enthalt, sind die darin beanspruchten 
Verbindungen nicht gegeniiber den aus 

D2 = US-4 661 408 

bekannten beschichteten ferromagnetischen Chromdioxid- 
Partikel abgegrenzt, die im Rahmen eines Immunoassays 
auch an Antikorper gebunden werden. 

Anspruch 19 erfiillt daher nicht die Erfordemisse gemafi 
Art. 33(2) PCT. 

3.1. Unter analogen Gesichtspunkten beruht der Gegenstand des 
Anspruchs 35 nicht auf erf inderischer Tatigkeit (Art. 

33 (3) PCT) . 

3.2. Da in Anspruchen 20 - 24 sowie 36 - 38 technische Eigen- 
schaften geeigneter Verbindungen oder Mittel angegeben 
werden, die im Gegensatz zu der in Dl geforderten "low 
coercivity" und "low remanent magnetism" der dort of fen - 
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barten Marker stehen, erfullen diese Anspruche die Er- 
fordernisse gemafi Art. 33(2) und (3) PCT. 



Pormblatt PCT/IPBA/409 (Blatt 4) (Januar 1994} 



1a 

Beim in der Druckschrift JP3-220442A offenbarten Verfahren wird die Bestimmung 
eines Antigentiters durch die Messung des Ausmafies der antikorpervermittelten 
Aggregation (Agglutination) mit Hilfe eines in der Druckschrift offenbarten 
Verfahrens zur Messung der Teilchengroften agglomerierter magnetischer Teilchen 
durchgefuhrt. Das Verfahren der Bestimmung der TeilchengroSe besteht darin, ein 
Magnetfeld, welches die ortsfeste sedimentierte Probe durchdringt, zu schalten, und 
die residuale.magnetische Flufidichte der agglomerierten magnetischen Teilchen zu 
messen. 

Aus der Druckschrift US-4,661,408 sind Ferrofluide bekannt, die superpara- 
magnetische Teilchen aus Chromdioxid mit daran gekoppelten Antikorpern 
enthalten. Es wird dort beansprucht, daft diese Teilchen sehr kleine intrinsische 
Relaxationszeiten aufweisen, sie entsprechen deshalb den Anfdrderungen fur die 
Anwendung in Remanenzmessungen nicht. 
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Patentanspriiche 

1. j Verfahren zur qualitativen und/oder quantitativen Detektion von Analyten, 

dadurch gekennzeichnet, daB stabile oder quasistabile ferro- oder 
ferrimagnetische Substanzen als nachzuweisende magnetische Markierung in 
heterogenen Immunoassays eingesetzt werden und die remanente 
Magnetisierung der Probe als MeBgroBe bestimmt wird. 

2. ,1/ Verfahren zur qualitativen und/oder quantitativen Detektion von Analyten in 

heterogenen Immunoassays, dadurch gekennzeichnet, dafl gebundene 
magnetische Marker zum Zeitpunkt der Messung in ihrer Gesamtheit eine 
remanente Magnetisierung der Probe bewirken, wahrend die Magnetisierung 
ebenfalls in der Probe vorhandener ungebundener magnetischer Marker zum 
Zeitpunkt der Messung in ihrer Gesamtheit durch extrinsischen 
Superparamagnetismus abgeklungen ist. 

3. J Verfahren zur qualitativen und/oder quantitativen Detektion von Analyten in 

heterogenen Immunoassays, dadurch gekennzeichnet, daB 

(i) ziinachst strukturspezifische Substanzen mit ferrimagnetischen oder 
ferro magnetischen Substanzen markiert werden und anschlieBend 

(ii) diese magnetisch markierten strukturspezifischen Substanzen zu der zu 
vermessenden Probe gegeben werden, 

(iii) die zu vermessende Probe mittels eines von aufien angelegten 
Magnetfeldes geeigneter Starke aufmagnetisiert wird und 

(iv) nach Abschalten des auBeren Feldes die Remanenz der Magnetisierung 
der kolloidalen Teilchen mittels Magnetfeldsensoren vermessen wird, 
wobei die durch spezifische Bindung auftretende Remanenz und deren 
AusmaB zur Analyse herangezogen wird. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 oder 3 dadurch gekennzeichnet, daB 
anstelle der strukturspezifischen Substanzen nachzuweisende Analyte mit 
ferrimagnetischen oder ferromagnetisehen Substanzen markiert werden und 
den zu vermessenden Proben die strukturspezifischen Substanzen zugesetzt 
werden. 
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5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB 
die strukturspezifischen Substanzen Antikorper, Antikorperfragmente, Biotin 
pder Biotin spezifisch bindende Substanzen, Avidin oder Streptavidin, 
spezifisch an Rezeptoren bindende Agonisten oder deren Antagonisten, 
spezifische Peptide und Proteine, Rezeptoren, Enzyme, Enzymsubstrate, 
Nukleotide, Ribonukleinsauren, Desoxyribonukleinsauren, Kohlenhydrate 
oder Lipoproteine sind. 

6. Verfahren gemaB den Anspruchen 3, 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, daB 
die strukturspezifischen Substanzen eine Bindungskonstante im Bereich von 
10 5 - 10 15 (mol/1)- 1 haben. 

7. Verfahren gemaB den Anspruchen 3, 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, daB 
die strukturspezifischen Substanzen eine Bindungskonstante im Bereich von 
10 7 - 10 15 (mol/1)- 1 haben. 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Probe wahrend der Messung bewegt und damit das Probensignal 
moduliert wird. 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB 
als Magnetfeldsensoren als Gradiometer geschaltete Induktionsspulen, 
Fluxgate-Magnetometer, Giant-Magnetoresistance-Sensoren oder 
magnetoresistive Wandler eingesetzt werden. 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB 
als Magnetfeldsensoren SQUIDs eingesetzt werden. 

i 

11. Verfahren gemaB den Anspruchen 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB 
durch stufenweise Magnetisierung der zu vermessenden Probe eine simultane 
Bestimmung von mehreren verschiedenen Analyten durchgefuhrt wird. 

12. Verfahren gemaB Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB fur eine 
simultane quantitative Bestimmung von Analyten unterschiedliche 
ferromagnetische oder ferrimagnetische Substanzen mit diskreten 
Koerzitivfeldstarken verwendet werden. 
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13. 
5 14. 

1 15. 

10 

16. 

j 15 

; 17. 

20 

J 18- 
25 

19. 

| ■ 

! 30 

i 

20. 

35 



Verfahren gemaB den Anspriichen 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB die 
intrinsische Neel-Relaxationszeit der verwendeten ferromagnetischen und 
ferrimagnetischen Substanzen groBer als die Messzeit ist. 



Verfahren gemaB Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB die Neelsche 
Relaxationszeit der verwendeten ferromagnetischen und ferrimagnetischen 
Substanzen bei 20°C langer als 10* 4 Sekunden ist. 

Verfahren gemaB Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB die Neelsche 
Relaxationszeit der verwendeten ferromagnetischen und ferrimagnetischen 
Substanzen bei 20°C langer als 1 Sekunde ist. 

Verfahren gemaB den Anspriichen 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, daB die 
ferromagnetischen und ferrimagnetischen Substanzen eine PartikelgroBe im 
Bereich von 1 bis 1000 nm aufweisen. 

Verfahren gemaB den Anspriichen 1 bis 16, dadurch gekennzeichnet, daB die 
ferromagnetischen und ferrimagnetischen Substanzen eine PartikelgroBe im 
Bereich von 2 bis 500 nm aufweisen. 

Verfahren gemaB den Anspriichen 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, daB die 
ferromagnetischen und ferrimagnetischen Substanzen mit einer Hulle aus 
oligomeren oder polymeren Kohlenhydraten, Proteinen, Peptiden, 
Nukleotiden, Tensiden, synthetischen Polymeren und/ oder Lipiden 
stabilisiert sind. 

Verbindungen zur Verwendung in Verfahren nach den Anspriichen 1-18, 
dadurch gekennzeichnet, daB sie aus Kombinationen von stabilen oder 
quasistabilen ferrimagnetischen oder ferromagnetischen Substanzen mit 
strukturspezifischen Substanzen bestehen. 

Verbindungen zur Verwendung in Verfahren nach den Anspriichen 1-18, 
dadurch gekennzeichnet, daB die ferrimagnetischen oder ferromagnetischen 
Teilchen eine Neel-Relaxatioriszeit aufweisen, die langer als 10" 4 Sekunden 
ist. 
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21. Verbindungen zur Verwendung in Verfahren nach einem der Anspruche 1- 
18, dadurch gekennzeichnet, daB. die ferrimagnetischen und 
ferromagnetischen Teilchen eine N6el-Relaxationszeit aufweisen, die langerer 
als 1 Sekunde ist. 

22. Verbindungen gemafl Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB die 
strukturspezifischen Substanzen Antikorper, Antikorperfragmente, spezifisch 
an Rezeptoren bindende Agonisten, Zytokine, Lymphokine, Endotheline oder 
deren Antagonisten, sonstige spezifische Peptide und Proteine, Rezeptoren, 
Enzyme, Enzymsubstrate, Nukleotide, Ribonukleinsauren, 
Desoxyribonukleinsauren, Kohlenhydrate oder Lipoproteine sind. 

23. Verbindungen zur Verwendung in Verfahren nach den Anspruchen 1-18, 
dadurch gekennzeichnet, daB die ferromagnetischen oder ferrimagnetischen 
Substanzen stabile oder quasistabile kolloidale Teilchen aus Eisenoxiden, 
Bariumferrit, Strontiumferrit, Reineisen, Chromdioxid, Nickel, Kobalt sowie 
Eisenoxiden mit Mangan-, Kupfer-, Nickel- oder Kobaltzusatzen sind. 

24. Mittel zur Verwendung in Verfahren nach einem der Anspruche 11 oder 12, 
dadurch gekennzeichnet, dafl sie mehrere ferromagnetische oder 
ferrimagnetische Substanzen mit unterschiedlichen Koerzitivfeldstarken 
enthalten. 

25. Verwendung der Verfahren gemaB den Anspruchen 1 - 18 in der Fertilitat, 
HistokompatibUitat, Allergologie, Infektiologie, Hygiene, Genetik, 
Virologie, Bakteriologie, Toxikologie, Pathologie, Umweltanalytik oder 
medizinischen Diagnostik. 

26. Verfahren zur Detektion von in den menschlichen Korper eingebrachter oder 
auf den menschlichen Korper aufgetragener ferro- oder ferrimagnetischer 
Substanzen, dadurch gekennzeichnet, daB die Remanenz der Magnetisierung 
der ferro- oder ferrimagnetischen Substanzen nach Abschalten eines 
magnetisierenden Feldes bestimmt wird. 

27. Verfahren zur Detektion in den menschlichen Korper eingebrachter oder auf 
den menschlichen Korper aufgetragenen ferro- oder ferrimagnetischer 
Substanzen, dadurch gekennzeichnet, dafi zunachst 

(i) strukturspezifische Substanzen mit ferrimagnetischen oder 
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ferromagnetischen Substanzen markiert werden und anschlieBend 
(ii) diese magnetisch markierten strukturspezifischen Substanzen in den 
lebenden Organismus eingebracht oder auf den Organismus aufgetragen 
werden, 

5 (iii) das interessierende Volumen des Organismus mittels eines von aufien 

angelegten Magnetfeldes aufmagnetisiert wird und 
(iv) nach Abschalten des auBeren Feldes die Remanenz der Magnetisierung 
der magnetischen Marker mittels Magnetfeldsensoren vermessen wird. 



10 28. Verfahren gemaB Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, daB als 

strukturspezifische Substanzen Antikorper, Antikdrperfragmente, spezifisch 
an Rezeptoren bindende Agonisten oder deren Antagonisten, spezifische 
Peptide und Proteine, Rezeptoren, Enzyme, Enzymsubstrate, Nukleotide, 
Ribonukleinsauren, Desoxyribonukleinsauren, Kohlenhydrate oder 

15 Lipoproteine verwendet werden. 

29. Verfahren gemaB Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, daB die spezifisch 
an Rezeptoren bindenden Agonisten oder Antagonisten Zytokine, 
Lymphokine, Endotheline oder deren Antagonisten sind. 

20 

30. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 28 oder 29, dadurch gekennzeichnet, 
daB die strukturspezifischen Substanzen eine Bindungskonstante im Bereich 
von 10 5 - 10 15 (mol/l)" 1 haben. 

25 31. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 28 oder 29, dadurch gekennzeichnet, 
daB die strukturspezifischen Substanzen eine Bindungskonstante im Bereich 
von 10 7 - 10 15 (mol/1)- 1 haben. 

32. Verfahren gemaB den Anspruchen 26 bis 31, dadurch gekennzeichnet, daB 
30 als Magnetfeldsensoren Superconducting Quantum Interference Devices 

(SQUIDs), Induktionsspulen, Fluxgate-Magnetometer, Giant- 
Magnetoresistance-Sensoren oder magnetoresistive Wandler eingesetzt 
werden. 

35 33. Verwendung von Verbindungen nach einem der Anspriiche 19 bis 23, in 
Verfahren gemaB den Anspruchen 27 bis 32. 
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34. Verwendung ferri- oder ferromagnetischen Substanzen in Verfahren gemaB 
Anspruch 26. 

35. Mittel zur Anwendung in Verfahren gemaB den Anspruchen 27 bis 32, 
dadurch gekennzeichnet, daB sie eine Mischung verschiedener ferri- oder 
ferromagnetischer Substanzen mit strukturspezifischen Substanzen enthalten. 

36. Verbindungen zur Anwendung in Verfahren gemaB den Anspruchen 26 bis 
32, dadurch gekennzeichnet, die Neel-Relaxationszeit der ferro- oder 
ferrimagnetischen Substanzen bei 37°G groBer als 10" 4 Sekunden ist. 

37. Verbindungen zur Anwendung in Verfahren gemaB den Anspruchen 26 bis 
32, dadurch gekennzeichnet, daB die Neel-Relaxationszeit der ferro- oder 
ferrimagnetischen Substanzen bei 37°C groBer als 1 Sekunde ist. 

38. Verbindungen gemaB den Anspruchen 36 und 37, dadurch gekennzeichnet, 
daB die ferri- oder ferromagnetischen Substanzen Eisenoxide oder Eisenoxide 
mit Mangan-, Kupfer-, Nickel- oder Kobaltzusatzen sind. 
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Probe wird wahrend der Messung entfemt 



Fig. 2 
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B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchicrter Mindestprufstoff (Klassifikationssystcm und Klasalikationssymbole ) 

IPK 6 G01N A61K 



Rcchcrchierte abcr nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen, soweit diesc unter die rechcrchierten Gebietc fallen 



Wahrend der mtemationalen Recherche konsulbcrtc elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegnffc) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* Bezeichnung der Vcroffentlichung, soweit erforderuch unter Angabe der in Betracht kommenden Tale 



Bctr. Anspruch Nr. 



DATABASE WPI 

Section Ch, Week 9145 

Derwent Publications Ltd., London, GB; 

Class B04, AN 91-329371 [45] 

XP002008119 

& JP.A.03 220 442 (TDK CORP.) , 
27. September 1991 
siehe Zusamrenfassung 

EP.A.0 180 384 (TECHNICON INSTRUMENTS 
CORPORATION) 7. Mai 1986 



1-5,19, 
22,25 



US, A, 4 661 408 (H.-P. 
28. April 1987 



P. LAU ET AL.) 



W0,A,91 15243 (NYCOMED AS.) 17.0ktober 
1991 ; 

in der Anmeldung erwahnt 



m 



Weitcre Veroffentlichungen and der Fortsetzung von Feld C zu 
entnchmen 



m 



Siehe Anhang PatentfamiUe 



* Bcsondere fCategonen von angegebcnen Veroffentlichungen 
'A* Vcroffentlichung, die den allgemeincn Stand der Technik definicrt, 
abcr nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

'E' al teres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem international en 
Anmeldedatum veroffcntlicht worden ist 

X" Vcroffentlichung, die geeignet ist, cinen Prioritatsanspruch zweifdhail er- 
schanen zu lassen* oder durch die das Veroffcntlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbchcht genannten Veroffentlichung bclegt werden 
soil oder die aus cincm anderen besondercn Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

O* Vcroflcntlichung, die sich auf rine mundliche Offenbaning, 

cine Bemitzung, cine Ausstdlung oder andere Maflnahmen bezieht 

P* Vcroffentlichung, die vor dem mtemationalen Anmeldedatum, abcr nach 
dem bcanspruchtcn Prioritatsdatum veroffcntlicht worden ist 



T" Spaterc Vcroflcntlichung, die nach dem international en Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondem nur zumVcrstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinztps oder der ihr zugrundeliegenden 
The one angegeben ist 

'X* Vcroffentlichung von besondercr Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund diescr Vcroffentlichung nicht als neu oder auf 
crfinderischer Tatigkdt beruhend betrachtet werden 

*Y* Vcroffentlichung von besondercr Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf crfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Vcroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Vcrbindung gcbracht wird und 
diese Verbindung fur cinen Fachmann nahclicgend ist 

'&.' Vcroffentlichung, die Mitglied dersclben PatentfamiUe ist 



Datum des Abschlusses der international en Recherche 



11. Jul i 1996 



Absendcdatum des mtemationalen Rccherchcnberichts 



2 2. 07. 96 



Name und Postanschrift der Internationale Rechcrchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Td. ( + 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340^3016 



Bcvollmachagter Bcdiensteter 



Griffith, G 



Formblitt PCT/ISA/310 (BUtt 2) <Juti 1993) 



Seite 1 von 2 



' „ „_ 

PC./EP 96/00823 



Im Recherchen ber ich t 
angefuhrtes Patentdokument 


Datum der 
VeroffentUchung 


Mitglied(er) der 
Patentfamilie 


Datum der 
Veroffentlichung 


tP-A-Iov3o4 


AT ftC (J£ 

07-05-86 


AU-B- 


595165 


29-03-90 






AU-B- 


4902985 


AO f\E OC 

08-05-od 






CA-A- 


1314769 


23-03-93 






JP-A- 


61181967 


14-08-86 






US-A- 


5206159 


27-04-93 



US-A-4661408 


28-04 


-87 


CA-A- 


1289873 


01-10-91 








DE-A- 


3776180 


05-03-92 








EP-A- 


0240770 


14-10-87 








IE-B- 


60178 

WWX / \J 


15-06-94 

X«J WW ?1 








JP-C- 


1773233 

X/ / lib J J 


14-07-93 

X"T W/ 








JP-B- 


4063813 


13-10-92 

1J Xw 








JP-A- 


62226817 


05-10-87 

UJ XW Of 


W0-A-9115243 


17-10 


-91 


AU-B- 


655175 


08-12-94 








AU-B- 


7565591 


30-10-91 








CA-A- 


2079688 


03-10-91 








EP-A- 


0523116 


20-01-93 








JP-T- 


6507371 


25-08-94 








US-A- 


5384109 


24-01-95 


DE-A-3027012 


05-02 


-81 


FR-A- 


2461521 


06-02-81 








JP-C- 


1669794 


12-06-92 








JP-B- 


3035973 


30-05-91 








JP-A- 


56095331 


01-08-81 








US-A- 


4329241 


11-05-82 



FortnbUu PCT/ISA/3I0 (An hang PfctentfamilieXJuli 1992) 



PA. .iNT COOPERATION l.^ATY 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



(PCT Article 36 and Rule 70) 


Applicants or agent's file reference 
51155AWOM1XX 


FOR FURTHER ACTION See ^°^^ cat ^ on °^ Transmittal of International 

FYeliirunary Examination Report (Form PCT/IPEA/4 16) 


International application No. 
PCT/EP 96/00823 


International filing date (day/month /year) 
29/02/1996 


Priority date (day/month/year) 
01/03/1995 


International Patent Classification (IPC) or national classification and PC 






G01N33/58 




Applicant 

SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT et al. 



1. This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 

2. This REPORT consists of a total of 5 sheets, including this cover sheet. 

EThis report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70. 16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 

These annexes consist of a total of 7 sheets. 

3. This report contains indications relating to the following items: ' * ** • • 



I 




Basis of the report 


n 


□ 


Priority 


m 


□ 


Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 


IV 


□ 


Lack of unity of the invention 


V 


m 


Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability: 
citations and explanations supporting such statement 


VI 


□ 


Certain documents cited 


vn 


□ 


Certain defects in the international application 


vra 


□ 


Certain observations on the international application 



Date of submission of the demand 

16/08/1996 


Date of completion of this report 

09/06/1997 


Name and mailing address of the IPEA/ EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheeO f January 1994^1 



t. 



Basis of tht report 



j ! rhis rcoort nas ocenarawn on the basis or / Replacement sneers which have deenfurmsned to the recemnqOffice tn response to an invitation 
*naer 4 rticie / ^ are referred to in this report as originally filed' and are not annexed to the report since tne\ ao not contain amtnamems. i 



| ] :hc international application as originally tiled. 

[X 1 the description, pages 1*15 

pages ■ 

pages 
pages 



la 



the claims. 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-38 



. as originally tiled. 

. filed uith the demand. 

. filed with the letter or 26/02/97 . 

. Hied with the letter of 

. as originally filed. 

. as amended under Article 19. 

. filed with the demand. 

. filed with the letter of 20/05/97 . 

. filed with the letter of 



XI the drawings, sheets/fig 1/2 - 2/2 
sheets/fig 

sheets/fig 

sheets/ fig 



. as originally filed. 

. filed with the demand. 

. filed with the letter of _ 

. filed with the letter of . 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 
| | the description, pages . 
[""j the claims* Nos. . « 
P"| the drawings, sheets/fig 



J, | — j This report has been established as if (some oO the amendments had not been made, since they have been considered 
1—1 to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2IO). 



4. Additional 



if 



Form PCT IPEA/409 ( Box I) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



PCT/EP 96/00823 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement . 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-18, 20-38 



19 



YES 
NO 



1-18, 20-34, 36 -38 YES 

NO 



19, 3.5 



1-38 



YES 
NO 



2. Citations and explanations 

1. The method/process . according to claims 1-18 is now 
restricted to heterogeneous immunoassays and is 
therefore distinguished from the process according 
to 

Dl = DATABASE WPI, Section Ch, week 9145, 
Derwent Publications Ltd, London, GB, Class B04 , 
* * °AN 91-329371 (45) TCP002008119 , & JP-A-03 220 442, 

27.09.1991 

Dl describes a process for determining antibody or 
antigen concentrations in liquid samples wherein, 
after antibodies or antigens have been labelled with 
magnetic particles, an agglutination reaction is 
performed and a magnetic field is applied and then 
withdrawn, and the residual magnetism of the 
agglutinated particles is measured. 

By contrast, the present invention is concerned with 
the measurement of individually bound, 
nonagglutinated magnetic nanoparticles . Since . the 
process according to the invention avoids the 
disadvantages associated with particle 
agglutination, the process claims 1-18 and the use 
claim 25 referring to them fulfil the requirements 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



Intern *iai application No. 
PCT/EP 96/00823 



of PCT Article 33(2) and (3). 

2. Since none of the prior art documents available, 
describes a process as per claim 2 6, according to 
which residual magnetism is measured in vivo, claim 
26 and claims 27-34, which are dependent upon claim 
26 or related to. it, fulfil the criteria according 
to PCT Article 33(2) and (3) . 

3. Since in the present case it is apparently not 
possible to define the technical features of a 
compound by intended use, but only by its structure 
and since in addition claim 19 contains no data with 
respect to measuring or relaxation time, the 

. compounds claimed in the latter are not 
distinguished from the coated ' ferromagnetic chrome 
dioxide particles known from 

D2 = US-4 661 408 

which also bind to antibodies during immunoassay. 

Claim 19 therefore fails to fulfil the requirements 
of PCT Article 33 (2) . 

3.1 On similar grounds the subject of claim 35 does not 
involve ah inventive step (PCT 33(3)) . 

3.2 Since claims 20-24 and 36-38 detail ' technical 
properties of suitable compounds or agents which 
contrast with the "low coercivity" and "low remanent 
magnetism" required of the markers disclosed in Dl, 
these claims fulfil the requirements of PCT Article 

. 33(2) and (3) . 



X 7 



PCT 



INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 
(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 

51155AW0M1XX 


u/irrriTDirc; «ehe Mitteilung uber die tfbermittlung des internationalen 
Wfcl I e,Kl!^ Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutrefiend, nachstchender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/ EP 96/ 00823 


Internationales Anmetdedatum 
( TagiMonatlJahr ) 

29/02/96 


(Friihestes) Prioritatsdatum (Tag,Mona(,Jahr) 

01/03/95 


Anmelder 

SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT et al. 



Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen R^cherclfenbehbrde ersteUt und wird dem Anmelder gemafl 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelL 



Dieser Internationale Recherchenbericht umfafit insgesamt 



Blatter. 



Daruber hinaus liegt ihm jeweits eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Q Bestimmte Ansprucfae habeo sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

2. [~] Mangelnde Einheitlichkek der Erflndung (siehe Feld tl). 

3. HI In der internationalen Anmeldung ist etn Protokoll eiiter Nudeotid- und/oder Aminosauresequeiiz offenbart; die internationale 
— Recherche wurde auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt, 

| | das zusammen mit der internationalen Anmeldung eingereicht wurde. 

Q das vom Anmelder getrennt von der internationalen Anmeldung vorgelegt wurde, 

HI dem jedoch keine Erklarung beigefugt war, dafi der Inhalt des ProtokoUs nicht uber den 
1 — 1 Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung in der eingereichten Fassung hinausgent. 

|~~| das von der Internationalen Recherchenbehorde in die ordnungsgemafie Form ubertragen wurde. 

4. Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | wurde der Wortlaut von der Behbrde wie folgt festgesetzL 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

[)(] wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigL 

HI wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der Feld III angegebenen Fassung von dieser Behbrde 
— festgesetzL Der Anmelder kann der Internauonalen Recherchenbehorde innerhalb eines Monats nach 
dem Datum der Absendung dieses internauonalen Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 



6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu verbffentlichen: 

Abb. Nr. wie vom Anmelder vorgeschlagen \x\ ^ eme ^ er Add - 

[ | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
[~[ weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichneL 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1992) 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 G01N33/58 G01N33/543 C12Q1/00 C12Q1/68 A61K49/G0 



Nach der International en Patentklasafikation (IP EC) oder nach der nationalen Klasafikauon und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestpriifstoff (Klassifikauonssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 6 G01N A61K 



Recherchierte aber nicht zum Mindestpriifstoff gehorende Veroffcntlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der international en Recherche konsulticrte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



DATABASE WPI 

Section Ch, Week 9145 

Derwent Publications Ltd., London, GB; 

Class B04, AN 91-329371 [45] 

XP002G08119 

& JP,A,03 220 442 (TDK CORP. ) , 
27. September 1991 
siehe Zusammenfassung 

EP.A.O 180 384 (TECHNICON INSTRUMENTS 
CORPORATION) 7. Mai 1986 

US, A, 4 ; 661 408 (H.-P. P. LAU ET AL.) 
28. April 1987 

WO, A, 91 15243 (NYCOMED AS.) 17.0ktober 
1991 

in der j Anmel dung erwahnt 

-/- 



1-5,19, 
22,25 



Weitere Veroffentlichungen and der Fortsctzung von Feld C zu 
entnehmcn 



Siehe Anhang Patentfamitie 



* Bcsondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E* al teres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem international en 
Anmel de datum veroffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
schdnen zu lassen, oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

*0* Veroffentlichung, die sich auf eme miindliche Offenbarung, 

cine Benutzung, eine Ausstellung oder andere Maflnahmen bezicht 

"P* Veroffentlichung, die vor dem intemationalen Anmeldcdatum, aber nach 
dem beanspruchten Priori tatsdatum veroffentlicht worden ist 



"T" Spate re Veroffentlichung, die nach dem intemationalen Anmel de datum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondem nur zum Vers tandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein auf grund dicser Veroffentlichung nicht als ncu oder auf * 
erfinderischer Taugkeit beruhend betrachtet werden 

' Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Taugkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

*&" Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 



11. Jul i 1996 



Absendedatum des intemationalen Recherchenberichts 



2 2. 07. 96 



Name und Postanschrift der Internationale Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. ( + 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: ( + 31-70) 340-3016 



Bevollmachugter Bediensteter 



Griffith, G 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 2) (Juli 1992) 
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C^Fortsctzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


Kate gone* 


Bezel chnung der Veroffentlichung, sowdt erforderlich unter Angabc der in Bctracht kommenden Tale 


Betr. Anspmch Nr. 


A 


DE,A,30 27 012 (AGENCE NAT I ON ALE DE 
VALORISATION DE LA RECHERCHE (ANVAR) . ) 
5.Februar 1981 
in der Anmeldung erwahnt 

i 

j 

i 





Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 2) (Juli 1992) 
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Patent document 


Publication 


Patent family 


Publication 


cited in search report 


date 


member(s) 


date 



EP-A-180384 


07 


-05- 


-86 


AU-B- 


595165 


29-03-90 










AU-B- 


4902985 


08-05-86 










CA-A- 


1314769 


oo no 

23-03-93 










JP-A- 


61181967 


1 /I AO OC 

14-08-86 










US-A- 


5206159 


Ol Ail 

27-04-93 


US-A-4661408 


28 


-04- 


-87 


CA-A- 


1289873 


01-10-91 










DE-A- 


3776180 


AC AO no 

05-03-92 










EP-A- 


0240770 


14-10-87 










IE-B- 


. 60178 


15-06-94 










JP-C- 


1773233 


14-07-93 










JP-B- 


4063813 


io i a no 

13-10-92 










JP-A- 


62226817 


AC 1 A 0~7 

05-10-87 


WO-A-9115243 


17 


-10 


-91 


AU-B- 


655175 


AO 10 A /I 

08-12-94 










AU-B- 


7565591 


1 A 1 A A 1 

30-10-91 










CA-A- 


2079688 


03-10-91 










EP-A- 


0523116 


20-01-93 










JP-T- 


6507371 


25-08-94 










US-A- 


5384109 


24-01-95 



DE-A-3027012 05-02-81 



FR-A- 


2461521 


06-02- 


-81 


JP-C- 


1669794 


12-06- 


-92 


JP-B- 


3035973 


30-05- 


-91 


JP-A- 


56095331 


01-08- 


-81 


US-A- 


4329241 


11-05- 


-82 



Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992} 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE-ZXJSAMMENARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS— 

PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PROFUNGSBEff 

(Artikel 36 und ftegei 70 PCT) 




Aktenzeichen des Anmelders oder An waits 

51155AWOM1XX 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
VORGEHEN vorlaufigen Priifungs berichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/ EP 96/ 00823 


Internationales Anmeidedatum 
( TagfMonatlJahr) 

29/02/1996 


Prioritatsdatum ( TagjMonatfJahr) 

01/03/1995 


Internationale Patentklassifikauon (IPK) oder nationale Klassifikation und IPK 

G01N33/58 


Anmelder 

SCHERING AKTIENGESELLSCHAFT et al. 



1. Der Internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemafl Artikel 36 UbermittelL 

^ Blatter einschliefilich dieses Deckblatts. 



Dieser BERICHT umfaflt insgesamt 

I 1 AuBerdem liegen dem Bericht AN LAG EN bei; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen und/oder 
— Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser Behorde vorgeriom- 
menen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT) 

Diese Anlagen umfasseh insgesamt 



Blatter. 



Dieser Bericht enthalt Angaben und die entsprechenden Seiten zu folgenden Punkten: 

I [X] Grundlage des Berichts 
II Q Prioritat 

{\\ Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV Q Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

V |V] Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfmderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stiitzung dieser Feststellung 

VI Bestimmte angefuhrte Unterlagen 
VII ^| Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 
VIII Q Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
16/08/1996 


Datum der Fertigstetlung dieses Berichts 

' 1 > Oi 97 


Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde 

Europaisches Patentamt 
J!ft D-80298 Munchen 

WJl Tel. ( + 49-89) 2399-0, Tx: 523656 epmu d 
ISP Fax: i + 49-89) 2399-4465 


Bevollmachticter Bediensteter. 

M, Gotz 

TeL fate-is) Z'ln - usr 



■ ; 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFONGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP96/0823 



I. Grundlage des Berichts 



.1. Dieser Bericht vurde erstellt auf der Grundlage {Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach' 
Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelt-en in Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht' und sind ihm 
nicht beigefugt, veil sie keine Anderungen enthalten.) 

[x] der internatibnalen Anmeldung in der ursprunglich eingereichten Fassung. 



( ] der Beschreibung, Seite/n 
Seite/n 
Seite/n 
■ Seite/n 



_, in der ursprunglich eingereichten Fassung. 

_, eingereicht mit dem Antrag. 

eingereicht mit Schreiben vom 

eingereicht mit Schreiben .vom 



der Anspruche, Nr. 

Nr. 
Nr. 
■ Nr. 
Nr. 



[ J der Zeichnungen, Blatt/Abb. 

Blatt/Abb. 
Blatt/Abb. 

Blatt/Abb. 



2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgef alien: 

[ ] Beschreibung: Seite' - ; ■ 

[ ] Anspruche: Nr." ^_ 



Zeichnungen: Blatt/Abb. 



in der ursprunglich eingereichten Fassung. 
in der nach Artikel 19 geanderten Fassung, 
eingereicht mit dem Antrag. 

eingereicht mit Schreiben vom 

_, eingereicht mit Schreiben vom 



in der ursprunglich eingereichten 

Fassung. 
_,- eingereicht mit dem Antrag. 
_, eingereicht mit Schreiben 



vom 



eingereicht mit Schreiben 
vom 



3. [ ] 



Dieser Bericht. ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebeneh Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2 cj). 



Btvaige zusatzliche Bemerkungen: 
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5. Die Anwendung der Messung der magnetischen Remanenz von 
ferri- oder f erromagnetischen Substanzen auf den mensch- 
lichen Korper wird vom vorhandenen Stand der Technik 
nicht nahegelegt . Weder Dl noch D2 geben einen Hinweis 
darauf, daS die geschilderten in vitro Verfahren zu in 
vivo Messungen herangezogen werden konnen. 

Angesichts der auf Seite 10/Zeilen 17 - 28 der Beschrei- 
bung genannten Vorteile beruht der Gegenstand der Ver- 
f ahrensanspruche 26 - 32 sowie der Verwendungen gemaE 
Anspriichen 33 und 34 auf erf inderischer Tatigkeit gemafi • 
Art. 33 (3) PCT. 
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Internationales Aktenzeichen 
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VII. Bestimmte Mangel der intemationalen -Anmeldung 



Es wurde festgestellt, daK die internationale Anmeldung nach Form oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 

Gemafi Regel 5.1 (a) (ii) PCT sollten die Dokumente Dl und 
D2 in der Beschreibung gewiirdigt und der darin enthal- 
tene Stand der Technik kurz umrissen werden. 
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(57) Abstract 

The invention concerns: a process for the quantitative detection of analytes in fluid and solid phases by measurement of residual 
magnetism; compounds suitable for that purpose; and the use of said compounds in analysis. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur quantitativen Detektion von Analyten in Flussig- und Festphasen mittels Bindungsrema- 
nenzmessung, dafur geeignete Verbindungen und deren Verwendung in der Analytik. 
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Verfahren und Verbindungen zur Detektion von Analyten mittels 
Remanenzmessung und deren Verwendung 



Die Erfindung betrifft den in den Patentanspriichen gekennzeichneten Gegenstand, 
daB heiBt Verfahren zur qualitativen und/oder quantitativen Detektion von Analyten 
in Fliissig- und Festphasen mittels Remanenzmessung, daffir geeignete 
Verbindungen und deren Verwendung in der Analytik. 

Es ist bekannt, daB quantitative Immunoassays sowie andere Bindungsassays (z.B. 
Rezeptorbindungsassays) es ermoglichen, eine sehr groBe Anzahl von Substanzen, 
die auch von biologischer Relevanz sein konnen, in Proben unterschiedlicher 
Zusammensetzung zu bestimmen. In der Regel wird hierbei jedoch nur ein 
Parameter pro Probe in einem Assay bestimmt. Eine aktuelle Ubersicht der 
verschiedenen Verfahren gibt T. Chard [An Introduction to Radioimmunoassay and 
Related Techniques : Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular 
Biology, 4. ed., Elsevier Science Publishers, Amsterdam (1990)]. Grundlage aller 
Bindungsassays ist die hohe Naehweisempfmdlichkeit isotopen- oder anders 
markierter Verbindungen in Kombination mit der groBen Spezifitat von Ligand- 
Rezeptorreaktionen. 

Die bekannten Assay verfahren haben jedoch folgende Nachteile: 

• Die Verfahren fur die simultane Bestimmung verschiedener Analyten 

innerhalb derselben Probe basieren auf der Bindung unterschiedlich radio-, 
fluoreszenz- oder enzymologisch markierter Sonden an die Analyten. Dabei 
wird in der Regel nach anschlieBender Separation und Wasche die 
nichtgebundene bzw. gebundene Aktivitat der Sonde fur die quantitative 
Bestimmung des Analyten gemessen. Die Menge der einsetzbaren 
unterschiedlichen Sondenlabel ist dabei stark begrenzt. So treten zum 
Beispiel im Falle von unterschiedlichen Radioisotopen als Sondenmarkierung 
sogenannte Uberlappungsphanomene auf, die zu einem rapiden Verlust der 
quantitativen Genauigkeit der individuellen Signale fuhren. Die Kombination 
verschiedener Enzyme als Sondenlabel verursacht vergleichbare Probleme, 
wobei die Durchfuhrbarkeit hier zusatzlich durch die erforderliche Suche 
nach Reaktionsbedingungen, die die simultane Bestimmung der 
Enzymreaktionen in einem System erlauben, erschwert wird. 



• Die Sensitivitat der Verfahren ist begrenzt zum Beispiel diirch unspezifische 
Wechselwirkungen zwischen Matrix und Sonde, oder aber durch limitierte 
Markierungsmoglichkeit der Sonde (geringe spezifische Aktivitat). 

• Die erfolgreiche Diirchfiihrung der Verfahren setzt haufig eine Aufarbeitung 
des gewonnenen Probenmaterials (z. B. Herstellung von Serum bzw. Plasma 
aus Vollblut, Extraktion von Proben mit organischen Losungsmitteln, 
Anreicherung des Analyten mittels chromatographischer Verfahren u.s.w.) 
voraus. 

• Fur die erfolgreiche Durchfiihrung der Verfahren sind Separations- und 
Waschschritte, die der Trennung von gebundenen und ungebundenen 
Rezeptoren bzw. Liganden dienen, unerlaBlich. 

• Fur die Durchfiihrung von Radioimmunoassays ist der Einsatz teurer und in 
der Handhabung aufwendiger strahlender Nuklide erforderlich. 

• Die Lagerung der bisher verwendeten Marker bereitet in der Praxis oft 
Probleme, da sie entweder nicht stabil sind (Radioimmunoassays) und 
deshalb stets frisch erzeugt werden miissen oder aber empfindlich auf 
Umgebungseinflusse reagieren. 

Aufgabe der vorliegenden Erfmdung war es daher, ein neuartiges Verfahren und 
Substanzen zu finden, die dem oben genannten Stand der Technik uberlegen sind. 

Diese Aufgabe wird durch die vorliegende Erfmdung geldst. 

Es wurde gefunden, daB die qualitative und/oder quantitative Detektion von Analyten 
in Flussig- und/oder Festphasen gelingt, wenn stabile oder quasistabile ferro- oder 
ferrimagnetische Substanzen als nachzuweisende magnetische Markierung in 
Immunoassays oder Bindungsassays eingesetzt werden und die remanente 
Magnetisierung der Probe als MeBgroBe bestimmt wird. 

Nachfolgend werden zunachst Verfahren beschrieben, die die Nachteile der 
bekannten Verfahren uberwinden. 

Die erfindungsgemaBen Verfahren beruhen auf der Verwendung kolloidaler 
ferromagnetischer oder ferrimagnetischer Substanzen, im folgenden auch als 
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magnetische Markierurig bezeichnet, die mit nachziiweisenden Substanzen - im 
folgenden auch als Analyte bezeichnet - oder strukturspezifischen Substanzen 
kombiniert werden. Derartige Kombinationen aus magnetischen Markierungen mit 
Analyten oder strukturspezifischen Substanzen, werden im folgenden auch als 
5 magnetische Marker bezeichnet. Durch die Verwendung des Begriffes kolloidale 
Substanzen wird sowohl der GroBenbereich der Teilchen oder Substanzen auf den 
GroBenbereich von Kolloiden, d.h. den Bereich von 1 nm bis ca. 1000 nm, als auch 
deren Verwendung als dispergierte Phase in einem geeigneten Dispersionsmedium, 
das zumeist wafirig ist, beschrieben. Kolloidale Substanzen, die im folgenden auch 
10 als Teilchen bezeichnet werden, konnen zum Zweck der verbesserten Lager- und 
Transportfahigkeit auch in getrockneter Form oder eingefroren vorliegen, wahrend 
der Durchfuhrung von Messungen liegen sie jedoch im allgemeinen in fliissiger 
Phase dispergiertem Zustand vor. 

15 Eine wesentliche Grundlage der Erfindung ist, daB die Zeitabhangigkeit der 
Magnetisierung ferro- oder ferrimagnetischer kolloidaler Substanzen nach 
Abschalten eines auBeren magnetisierenden Feldes sehr empfindlich von Material 
und Form (Anisotropiekonstante des verwendeten Teilchenmaterials), Volumen und 
der Temperatur der verwendeten Teilchen abhangt. Das ist verursacht durch eine 

20 Drehung des internen Magnetisierungsvektors innerhalb der Teilchen. Man 
bezeichnet diesen Mechanismus als Neelsche Relaxation. Relaxiert die 
Magnetisierung der Teilchen innerhalb der MeBzeit, so wird das als intrinsischer 
Superparamagnetismus bezeichnet. Teilchen, deren Neel-Relaxationszeiten 
wesentlich langer als der Beobachtungszeitraum sind, werden als remanente 

25 Teilchen oder auch als stabile Teilchen bezeichnet. Teilchen, deren Neel- 
Relaxationszeiten in der GroBenordnung des Beobachtungszeitraumes sind, werden 
als quasistabile Teilchen bezeichnet. 

Eine weitere wesentliche Grundlage der Erfindung ist es, daB die Magnetisierung 
30 einer Gesamtheit frei beweglicher stabiler oder quasistabiler ferro- oder 
ferrimagnetischer kolloidaler Teilchen nach Abschalten eines auBeren 
magnetisierenden Feldes innerhalb der MeBzeit durch einen zweiten Mechanismen 
relaxiert. Dabei kommt es zu einer Drehung des gesamten kolloidalen Teilchens 
innerhalb der umgebenden Fliissigkeit, wobei die Zeitkonstante vom 
35 hydrodynamischen Durchmesser der Teilchen einschlieBlich der Hulle, der 
Viskositat der Tragerflussigkeit und der Temperatur abhangt. Diese Parameter 
werden hauptsachlich durch die Umgebung der Teilchen bestimmt. Der 



-4- 



Mechanismus wird als Brownsche Relaxation oder extrinsischer 
Superparamagnetismus bezeichnet. 

Das erfindungsgemafie Verfahren zur qualitativen und/oder quantitativen Detektion 
5 von Analyteri in Flussig- und Festphasen wird durchgefuhrt, indem 

(i) zunachst strukturspezifische Substanzen mit ferrimagnetischen oder 
ferromagnetischen Substarizen markiert werden und anschlieBend 

(ii) diese magnetisch markierten strukturspezifischen Substanzen zu der zu 
vermessenden Probe gegeben werden, 

10 (iii) die zu vermessende Probe mittels eines von aufien angelegten Magnetfeldes 
geeigneter Starke aufmagnetisiert wird und 

(iv) nach Abschalten des auBeren Feldes die Remanenz der Magnetisierung der 
kolloidalen Teilchen (magnetischen Markierung) mittels Magnetfeldsensoren 
verraessen wird, 

15 wobei die durch spezifische Bindung auftretende Remanenz und deren AusmaB zur 
Analyse herangezogen wird. 

Die bei den Verfahren des Standes der Technik nur in Ausnahmefallen mogliche 
Diskriminierung zwischen gebundenen und ungebundenen Markern wird bei dem 

20 erfindungsgemaBen Verfahren durch die Ausnutzung der verschwindenden 
Remanenz (d.h. des extrinsischen Superparamagnetismus) der ungebundenen 
magnetischen Marker in der flussigen Phase ermoglicht. Die Gesamtheit der 
gebundenen magnetischen Marker hingegen zeigt eine - vom Teilchenmaterial 
abhangige - mefibare Remanenz. Bei der Messung der Remanenz der zu 

25 bestimmenden Probe wird also nur der Anteil der gebundenen magnetischen Marker 
erfaBt. Das Verfahren wird daher nachfolgend auch als Messung der 
Bindungsremanenz oder Bindungsremanenzmessung bezeichnet und basiert auf der 
quantitativen Detektion gebundener strukturspezifischer Marker. 

30 Mit anderen Worten, die Bestimmung des Analyten kann auch ohne aufwendige 
Separations- und Waschschritt erfolgen, da nur die an den Analyten spezifisch 
gebundenen stabilen oder quasistabilen ferromagnetischen oder ferrimagnetischen 
Substanzen (die zum Zwecke der Verleihung einer Spezifitat mit strukturspezifischen 
Substanzen kombiniert sind) Remanenz verursachen, wohingegen die 

35 Magnetisierung von gleichzeitig in der Probe vorhandenen uberschiissigen, 

ungebundenen stabilen oder quasistabilen ferromagnetischen oder ferrimagnetischen 
Substanzen (die ebenfalls mit strukturspezifischen Substanzen kombiniert sind) schon 
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vor Beginn der Messung durch extrinsischen Superpararnagnetismus abgeklungen 
ist. 

In einer weiteren Ausffihrungsform der Erfindung ist das Verfahren in der Weise 
5 modifiziert, daB anstelle der strukturspezifischen Substanzen die Analyte selbst mit 
den stabilen oder quasistabilen ferromagnetischen oder ferrimagnetischen Substanzen 
kombiniert werden, wie dies analog z.B. bei der Durchfiihrung von kompetitiven 
Radioimmunoassays haufig angewendet wird. Den Proben muB dann noch zusatzlich 
die strukturspezifische Substanz zugefugt werden. 

10 

Das Verfahren kann aber auch als Multianalytassay, das eine direkte simultane 
Bestimmung yon mehreren verschiedenen Analyten in Flussigkeiten oder 
Festsubstanzen ermoglicht, durchgefuhrt werden. Dazu ist es erforderlich, die 
Analyten zunachst mit unterschiedlichen ferromagnetischen oder ferrimagnetischen 

15 kolloidalen Substanzen mit ausreichend diskreten Koerzitivfeldstarken zu markieren. 
Wahrend der Bindung der magnetischen Marker wird ein magnetisierendes Feld 
(primares Magnetisierungsfeld) angelegt, welches zu einer Ausrichtung aller in der 
Probe enthaltenen magnetischen Marker entlang ihrer leichten Achse fuhrt. 
AnschlieBend wird die Remanenz der Probe bestimmt. In weiteren Schritten wird die 

20 Probe mit externen Gegenfeldern (entgegengesetzt zum primaren 

Magnetisierungsfeld), die in ihrer Starke mit den Koerzitivfeldstarken der 
magnetischen Markierungen abgestimmt sind, ummagnetisiert. Dadurch wird es 
moglich, gezielt immer nur diejenigen Markierungen umzuorientieren, deren 
Koerzitivfeldstarken geringer als das angelegte magnetisierende Feld sind. Zwischen . 

25 den einzelnen Schritten der Ummagnetisierung wird die Remanenz der Probe jeweils 
erneut bestimmt. 

Aus den gemessenen Remanenzen der Probe bei jedem einzelnen 
Ummagnetisierungsschritt kann somit der Anteil der verschiedenen gebundenen 
magnetischen Marker quantifiziert werden. 
30 Durch dieses Verfahren ist es moglich, simultan mehrere Analyten pro Probe zu 
bestimmen. 

Das erfmdungsgemafie Verfahren, sowie Varianten des Verfahrens konnen in der 
Fertilitat, Histokompatibilitat, Allergologie, Infektiologie, Hygiene, Genetik, 
35 Virologie, Bakteriologie, Toxikologie, Pathologie, Umweltanalytik und 
medizinischen Diagnostik zum Einsatz kommen. 
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Der Nachweis der Bindungsremanenz erfolgt mit bekannten, hierfur geeigneten 
MeBanordnungen, wie zum Beispiel Superconducting Quantum Interference Devices 
(SQUIDs), wobei zunachst eine Aufmagnetisierung mittels eines geeigneten 
Magnetfeldes vorgenommen wird und anschlieBend, nach Abschalten des Feldes, die 
5 Messung der Remanenz der magnetisierten strukturspezifischen Substanz oder davon 
abhangiger Signale durch empfindliche Magnetfeldsensoren, durchgefuhrt wird. 

Wahrend der Messung kann die Probe vorteilhafterweise bewegt werden. 
Insbesondere vorteilhaft ist eine Modulation des Signals durch Vibration oder 
10 Rotation der Probe. Damit wird eine Transformation des dc-Mefisignals in einen 
hoheren Frequenzbereich realisiert. 

Zur Messung konnen - neben den genannten SQUIDs - auch als Gradiometer 
verschaltete Induktionsspulen, Fluxgate-Magnetometer, Giant-Magnetoresistance- 
15 Sensoren oder magnetoresistive Wandler eingesetzt werden. 

Bei Verwendurig von Sensoren, die dc-Felder messen konnen (z.B. SQUIDs, 
Fluxgate-Magnetometer, Giant-Magnetoresistance-Sensoren oder magnetoresistive 
Wandler) ist eine Messung der Remanenz nach vorheriger Aufmagnetisierung der 
20 Probe auch moglich, ohne dafi diese bewegt wird. 

Eine geeignete MeBanordnung ist beispielhaft in Figur 1 abgebildet. Eine derartige 
Anordnung wurde auch in den nachfolgenden Beispielen verwendet. 

25 Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft Verbindungen zur Messung der 

Bindungsremanenz. Geeignete Verbindungen bestehen aus kolloidalen Suspensionen 
ferrimagnetischer oder ferromagnetischer Substanzen und strukturspezifischen 
Substanzen oder Analyten. 

30 Unter strukturspezifischen Substanzen sind im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
alle Substanzen zu verstehen, die spezifisch an die gewiinschte Struktur binden, wie 
z.B. Antikorper, Antikorperfragmente, Biotin oder Biotin spezifisch bindende 
Substanzen wie Avidin oder Streptavidin, spezifisch an Rezeptoren bindende 
Agonisten wie Zytokine, Lymphokine, Endotheline oder deren Antagonisten, 

35 spezifische Peptide und Proteine, Rezeptoren, Enzyme, Enzymsubstrate, Nukleotide, 
Ribonukleinsauren, Desoxyribonukleinsauren, Kohlenhydrate, Lipoproteine u.s.w. . 



Darunter sind Substanzen bevoraigt, deren Bindungskonstante im Bereich von 10 5 - 
1015 (mol/l)-l liegt, insbesondere Substanzen deren Bindungskonstante im Bereich 
von 10 7 - 1015 (mol/l)-l liegt. 

Als ferro- oder ferrimagnetische kolloidale Substanzen konnen alle 
ferromagnetischen und ferrimagnetischen Substanzen verwendet werden, deren 
intrinsische Neel-Relaxationszeit grofier oder gleich der Mefizeit ist und die somit 
stabil bzw. quasistabil sind. 

Besonders geeignet sind alle ferromagnetischen und ferrimagnetischen Substanzen, 
deren Relaxationszeit bei 20°C langer als 1(H Sekunden ist. Insbesondere geeignet 
sind alle ferromagnetischen und ferrimagnetischen Substanzen, deren Relaxationszeit 
langer als 1 Sekunde ist. 

Die ferromagnetischen und ferrimagnetischen Substanzen konnen vorteilhafterweise 
mit einer Hiille aus oligomeren oder polymeren Kohlenhydraten, Proteinen, 
Peptiden, Nukleotiden, Tensiden, synthetischen Polymeren und/oder Lipiden 
stabilisiert sein. 

Die Partikelgrofien der ferromagnetischen und ferrimagnetischen Substanzen liegen 
vorteilhafterweise zwischen 1 nm und 1000 nm. Insbesonders bevorzugt sind 
Partikelgrofien zwischen 2 nm und 500 ran. (Die Angaben hihsichtlich der 
Partikelgrofie beziehen sich auf den hydrodynamischer Durchmesser.) 

Als ferro- oder ferrimagnetische Substanzen sind insbesondere stabile oder 
quasistabile kolloidale Teilchen aus Eisenoxiden (Fe 3 0 4 , y-Fc 2 0 2 ) i Bariumferrit, 
Strontiumferrit, Reineisen, Chromdioxid, Nickel, Kobalt sowie Eisenoxiden mit 
Mangan-, Kupfer-, Nickel- oder Kobaltzusatzen (wie z.B. in DE 30 27 012 und DE 
41 16 093 beschrieben) geeignet. 

Die Herstellung der erfindungsgemafi einsetzbaren Verbindungen, bestehend aus 
stabilen oder quasistabilen ferromagnetischen oder ferrimagnetischen Substanzen, 
die mit strukturspezifischen Substanzen oder Analyten verbunden sind, erfolgt mit 
Hilfe der im Bereich der Immuno-, Peptid- und Proteinchemie gelaufigen Verfahren. 
Dabei wird die strukturspezifische Substanz oder der Analyt uber kovalente 
Bindungen mit den die stabilisierende Hulle der ferromagnetischen oder 
ferrimagnetischen Substanzen bildenden Substanzen verkniipft. Als stabilisierende 
Hulle kommen z.B. Kohlenhydrate, Peptide, Nukleotide, Proteine, Lipide, Tenside 
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oder Polymere infrage. Besonders geeignete Verknuptungsmethoden sind z.B. die 
Aktivierung und Kopplung mittels Carbodiimiden [Jakoby and Wilchek, eds., (1974) 
Methods Enzymol 34], die Bildung von Schiff schen Basen naeh Einwirkung von 
Periodaten auf Kohlenhydrate enthaltende Verbindungen (Wichek and Bayer, eds. , 
5 Methods Enzym 184:177), die gegebenenfalls zur weiteren Stabilisierung 
anschliefiend noch reduziert werden, die Kopplung mittels Glutardialdehyd 
[Heitzmann and Richards, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 71 (1974) 3537], die 
Querverrietzung brombacetylierter Teilchen mit thiolylierten Substanzen [Angerer et 
al., Cell 9 (1976) 81], sowie die reduktive Alkylierung [Bayer et al., J. Histochem. 
10 Cytochem. 24 (1976)933]. 

Es konnen auch ferromagnetische oder ferrimagnetische kolloidale Teilchen, mit 
einer stabilisierenden Hulle aus der strukturspezifischen Substanz oder dem Analyten 
selbst hergestellt werden, indem die Teilchen nach Herstellung entweder direkt in 
15 eine Losung der strukturspezifischen Substanz oder des Analyten, gegebenenfalls in 
Gegenwart weiterer Hilfsstoffe wie z.B. Proteine, Kohlenhydrate sowie naturliche, 
synthetische oder partialsynthetische oberflachenaktive Substanzen usw. gebracht 
werden, bzw. direkt in Gegenwart der strukturspezifischen Substanzen oder 
Analyten hergestellt werden. 

20 

Zum Zweck der Durchffihrung von Multianalytassays konnen auch Mischungen von 
Verbindungen, die aus mehreren unterschiedlichen magnetischen Markern bestehen, 
wobei die unterschiedlichen magnetischen Marker aus Kombinationen 
unterschiedlicher strukturspezifischer Substanzen oder nachzuweisender Analyte mit 

25 unterschiedlichen ferromagnetischen oder ferrimagnetischen Substanzen bestehen, 
zur Anwendung kommen. Grundlage dieser erfindungsgemaBen Verwendung von 
Kombinationen unterschiedlicher magnetischer Marker ist es, daB als magnetische 
Markierung fur die jeweiligen strukturspezifischen Substanzen oder 
nachzuweisenden Analyte ferromagnetische oder ferrimagnetische Substanzen mit 

30 unterscheidbaren Koerzitivfeldstarken (H c ) verwendet werden, wobei die Parameter 
Koerzitivfeldstarke (H c ) und remanente Magnetisierung (Mr) fur die 
unterschiedlichen magnetischen Markierungen in bekannter Weise vorab separat 
bestimmbar und somit bekannt sind. 

35 Die mit den ferromagnetischen oder ferrimagnetischen kolloidalen Substanzen 

markierten strukturspezifischen Substanzen konnen auch in getrockneter Form (z.B. 
als Lyophilisate), gegebenenfalls in Kombination mit weiteren Hilfsstoffen, die die 
Trocknung erleichtern oder die Stabilitat des getrockneten Produkts erhohen, 



vorliegen. Die Herstellung der gebrauchsfertigen Mittel aus derartigen Lyophilisaten 
erfolgt dann durch Resuspendieren in einem geeigneten Suspensionsmedhim 
unmittelbar vor der Anwendung. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft somit Mittel zur 
Bindungsremanenzmessung enthaltend ferro- oder femmagnetische kolloidale 
Substanzen in einem geeigneten Suspensionsmedium. 

Als Suspensionsmedien kommen alle Fliissigkeiten in Betracht in denen die 
kolloidalen Teilchen frei beweglich sind. Soil die Messungen ohne Separations- oder 
Waschschritte durchgefuhrt werden, muB die Viskositat des verwendeten 
Suspensionsmediums mit der Neel-Relaxationszeit der ferromagnetischen und 
ferrimagnetischen Substanzen und der Mefizeit abgestimmt werden, da das 
Suspensionsmedium wesentlich die Zeitkonstante der Brownschen Relaxation 
bestimmt. Andernfalls kann z.B. bei Verwenduhg von Teilchen mit kurzer 
Relaxationszeit (z.B. 0,01 Sekunden) in hochviskosen Suspensionsmedien (z.B. 80% 
Glycerol) und kurzer MeBzeit (z.B. 0,0001 Sekunden nach Abschalten des aufieren 
Feldes) die Brownsche Relaxation (extrinsischer Superparamagnetismus) derart 
verlangsamt sein, dafi nicht mehr zwischen gebundenen und ungebundenen 
strukturspezifischen Markern unterschieden werden kann. Es ist im allgemeinen 
vorteilhaft, Suspensionsmedien einer Viskositat, die kleiner als 100 mPas ist, zu 
verwenden. 

Als Suspensionsmedium geeignet sind Wasser, wafirige Losungen oberflachenaktiver 
Hilfsstoffe, wie z.B. Tenside oder oligomere oder polymere Kohlenhydrate und 
Proteine, sowie Mischungen aus Wasser mit Alkoholen wie z.B. Glycerol und 
Polyethylenglykol, wobei fur Injektionszwecke geeignetes Wasser bevorzugt ist. Die 
Suspensionsmedien kdnnen zusatzlich den osmotischen Druck verandernde 
Hilfsstoffe, wie z.B. Kochsalz, enthalten. Des weiteren konnen den pH-Wert 
bestimmende Puffersubstanzen, wie z.B. Phosphate, enthalten sein. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verweiidiing der Verbindungen in 
den erfindungsgemaBen Verfahren zur Messung der Bindungsremanenz. 

Aufgrund des auf physikalischen Mechanismen beruhenden Bindungsnachweises 
konnen unspezifische MeBsignale (Matrixphanomene) weitgehend ausgeschlossen 
werden. Die Spezifitat des Verfahrens hangt somit nur noch von der "wahren" 



Spezifitat der strukturspezifischen Substariz (Kreuzreaktivitat yon Antikdrpern, 
unspezifische Bindung von Liganden) ab. 

Aufgrund der hohen Sensitivitat des erfmdungsgemafien Verfahrens werden die 
sonst ublichen Detektionsgrenzen von Bindungsassays muhelos unterschritten. 

Im Gegensatz zu bekannten Methoden (JP-235774 und WO 91/15243) wird bei dem 
erfindungsgemafien Verfahren nicht die statische Magnetisierung in Anwesenheit 
eines aufieren magnetisierenden Feldes, sondern in Abwesenheit eines Magnetfeldes 
die Bindungsremanenz oder davon abhangige Signale gemessen. Erst dadurch 
werden Informationen fiber den Bindungszustand der Marker zuganglich. 

Desweiteren wird dadurch auch eine BeeinfluBung des Mefisignals durch dia- oder 
paramagnetism Komponenten beziehungsweise Verunreinigungen vermieden, was 
zu einer weiteren Steigerung der Mefiempfindlichkeit beitragt. 

Die erfindungsgemafien Verfahren zur Bindungsremanenzmessung konnen des 
weiteren auch dazu verwendet werden, den Aufenthaltsort ferro- oder 
ferrimagnetischer Substanzen in vivo nachzuweisen. Hierbei ist von besonderem 
Vorteil, dafi zur Bestimmung der Bindungsremanenz ferro- oder ferrimagnetische 
Substanzen verwendet werden konnen und damit die am Menschen besonders 
kritische Anwendung radioaktiver Isotope vermieden wird, wobei die 
Empfindlichkeit des erfindungsgemafien Verfahrens die von gebrauchlichen 
nuklearmedizinischen Verfahren der Gammaszintigraphie oder Positronen- 
Emissipns-Tomographie erreicht. Dariiber hinaus ist eine vorherige Abtrennung von 
im Blut zirkulierenden ungebundenen Marker fiberflussig, da dieser (im Gegensatz 
zu radiodiagnostischen Methoden) kein "Storsignal" verursacht und somit die 
Detektion des spezifisch gebundenen Markers nicht beeinflufit. 

Erfmdungsgemafi wird hierfur dem Patienteri eine Suspension stabiler oder 
quasistabiler ferro- oder ferrimagnetischer Substanzen verabreicht. Als 
Applikationswege sind die lokale Auftragung, die perorale Applikation und alle 
Formen der parenteralen Applikation geeignet. Besonders geeignet sind intravasale 
Applikationsformen. 

Kolloidale Substanzen werden im Organismus verteilt, wobei das Verteilungsmuster 
im Korper vom Applikationsweg spwie von versehiedenen anderen 
pharmakokinetischen Parametern beeinflufit wird. Die ortsaufgeloste Bestimmung 



der Bindungsremanenz zu unterschiedlichen Zeiten nach Applikation stabiler Oder 
quasistabiler ferro- oder ferrimagnetischer Substanzen kann dazu dienen, 
pathologische Zustande im Kdiper, die sowohl durch ungewohnliche 
Anreicherungen oder fehlendes Auftreten von Anreicherungen gekennzeichnet sind, 
festzustellen. 

Besonders vorteilhaft kann zur Darstellung pathologischer Strakturen im 
menschlichen Korper die erfmdungsgemafie Verwendung von mit 
strukturspezifischen Substanzen kombinierten stabilen oder quasistabilen ferro- oder 
ferrimagnetischen Substanzen (magnetische Marker) sein. Hier fuhrt die spezifische 
Bindung der magnetischen Marker an die pathologische Struktur zu einem 
spezifischen Signal, das erfindungsgemafi mit den fur die Durchfuhrung von 
Bindungsassays beschriebenen Verfahren der Bindungsremanenz in vivo bestimmt 
werden kann. 



Als Beispiel fur eine erfindungsgemafie Anwendung von stabilen oder quasistabilen 
ferro- oder ferrimagnetischen Substanzen in Kombination mit den Verfahren der 
Bindungsremanenzmessung, sei die Detektion von Tumoren im Korper durch 
Verwendung von tumorspezifischen magnetischen Markern genannt. 
Tumorspezifische Marker konhen z.B. Kombinationen von stabilen oder 
quasistabilen ferro- oder ferrimagnetischen Substanzen mit tumorspezifischen 
Substanzen, wie z.B. Antikorpern, Antikorperfragmenten, Peptiden, Rezeptoren, 
Proteinen, Nukleinsauren, Oligonukleotiden, monomeren, oligomeren oder 
polymeren Kohlenhydraten, sein. 

Weitere Beispiele fur mogliche Anwendungen sind die Darstellung von Thromben, 
atherosklerotischen Plaques, entzundlichen Reaktionen, rheumatischen oder 
rheumatoiden Veranderungen, wobei jeweils vorteilhafterweise erfmdungsgemafie 
Kombinationen aus stabilen oder quasistabilen ferro- oder ferrimagnetischen 
Substanzen mit fur die jeweilige pathologische Struktur spezifischen Substanzen als 
magnetische Marker eingesetzt werden. 

Die In v/vo-Messung der raumlichen Verteilung einem Menschen applizierter 
stabiler oder quasistabiler magnetischer Marker, erfolgt erfindungsgemafi nach zwei 
Varianten: 



Erzeugung eines moglichst homogen Magnetfeldes in der interessierenden 
Korperregion, Abschalten des Feldes und Messung der raumlichen 
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Verteilung der Bindungsremanenz mittels eines SQUTO-Mukikanalsensors, 
wie er z.B, fur biomaghetische Untersuchungen eingesetzt wird [vgl. D. 
Drung, ffiEE Trans. Appl. Supercond., 5 (1995) 2112-2117]. Dieser sollte 
das MeBobjekt moglicnst vollstandig umschlieBen. Zur Erzeugung 
ausreichender MeBinformation ist eine mehrfache MeBdurchruhrung unter 
sequentieller Abrasterung des MeBobjektes vorteilhaft. 

Sequentielle Erzeugung eines raurnlich begrenzten lokalen Feldes, Abschalten 
des Feldes und Messung der raumlichen der Bindungsremanenz mittels eines 
Einkanalsensors. Die Verwendung eines Multikanalsensors ist ebenfalls 
moglich. 

Bei beiden Methoden ist zur Gewinnung maximaler Information sowohl die 
Magnetisierung des MeBobjektes als auch die Messung des resultierenden 
15 Magnetfeldes in alien drei Raumrichtungen zu bevorzugen. 

Die Auswertung der Messdaten kann durch ein geeignetes Approximationsverfahren 
erfolgen. So kann man z.B. das Modell des magnetischeri Dipols, Multipols oder 
Multi-Dipols zugrunde legen. Die speziellen Parameter des Modells, insbesondere 
20 die Orte der Dipole oder Multipole, werden dann mittels des 

Approximationsverfahren gefunden, das die Abweichungen zwischen MeBdaten und 
Mpdellparametern minimiert. Aus diesen Parametern laBt sich die raumliche 
Verteilung der magnetisierten Teilchen in an sich bekannter Weise ermitteln. 

25 Eine analoge Vorgehens weise ist bekannt und bewahrt bei der Analyse der 
Magnetfelder von bioelektrischen Stromen. 

Fur die Messung der Bindungsremanenz in vivo eignen sich grundsatzlich dieselben 
Substanzen - bzw. daraus bereitete Mittel - wie sie auch bei In viYro-Untersuchungen 
30 zum Einsatz kommen. 

Besonders geeignet fur eine In wvo : Anwendung sind magnetische Markierungen, die 
biologisch abbaubar und vertraglich sind. Dies trifft insbesondere fur magnetische 
Markierungen zu, die aus Eisenoxiden oder aus Kombinationen von Eisenoxiden mit 
35 Mangan oder Kobalt bestehen. Magnetische Partikel, an die nach den genannten 
Verfahren struklurspezifische Substanzen gekmipft werden konnen, fmden z.B. in 
der Kernspintomographie Anwendung urid werden u.a. in der WO 92/12735 der 
WO 92/22586 sowie der EP 0 186 616 beschrieben. Ein weitere Aspekt der 
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Erfindung betrifft somit die Verwendung von magnetischen Markierungen in einem 
In v/vo-Verfahren zur Bindungsremanezmessung. 

Unter strukturspezifischen Substanzen sind im Zusammenhang mit der In vivo- 
5 Anwendung der Bindungsremanenzmessung insbesondere alle Substanzen zu 

verstehen, die spezifisch an nachzuweisende Strukturen des menschlichen Korpers 
binden. Besonders geeignet sind Antikdrper, Antikorperfragmente, spezifisch an 
Rezeptoren bindende Agonisten oder deren Antagonisten, spezifische Peptide und 
Proteine, Rezeptoren, Enzyme, Enzymsubstrate, Nukleotide, Ribonukleinsauren, 
10 Desoxyribonukleinsauren, Kohlenhydrate oder Lipoproteine. Von den an Rezeptorei 
bindenden Agonisten sind insbesondere Zytokine, Lymphokine oder Endotheline 
geeignet. 

Gut geeignet sind alle strukturspezifischen Substanzen, die eine Bindungskonstante 
15 im Bereich von 10 5 - 1015 (mol/l)-i aufweisen. Insbesonders geeignet sind alle 
strukturspezifischen Substanzen, die eine Bindungskonstante im Bereich von 
107 . 1015 (mol/0-1 aufweisen. 

Die nachfolgenden Beispiele dienen der naheren Erlauterung des 
20 Erfindungsgegenstandes, ohne ihn auf diese beschranken zu wollen. 



Beispiel 1 



100 ng eines monoklonalen Antikdrpers gegen Collagen in, im folgenden Anti- 
Collagen m genannt, werden in 500 /d 0,1 M Natriumhydrogencarbonat-Losung 
gelost. 1 ml dextrangecoatete Magnetitsuspension (Meito Sangyo) mit 1 Mol Fe/1 
und einef TeilchengroBe von ca. 40 nm (hydrodynamischer Durchmesser) wird uber 
eine Sephadex Saule (Pharmacia PD 10) mit 0,1 M Natriumhydrogencarbonat 
umgepuffert. Zu der Suspension werden 0,5 ml 10 mmol Natriumperiodat-Losung 
gegeben. Die Losung wird 2 Stunden im Dunkeln stehengelassen. Anschliefiend 
wird uber eine PD 10 mit 0,1 M Natriumhydrogencarbonat-Losung eluiert. Zu der 
Suspension wird die Anti-Collagen HI-Losung gegeben. Die Mischung wird 

3 Stunden bei 4°C im Dunkeln stehengelassen. Anschliefiend werden 5 mg NaBH 4 
als Festsubstanz zugegeben und kurz geschwenkt. Die Mischung wird 8 Stunden bei 

4 °C im Dunkeln stehengelassen. Anschliefiend werden die magnetitmarkierten 
Anti-Collagen m (im folgenden Mag-Anti-Collagen m genannt) uber eine PD 10 
Saule mit phosphaigepufferter Kochsalzlosung (PBS, pH 7,4) eluiert. 

Eine Losung von 5 fig Collagen m in 200 /xl Puffer [phosphatgepufferte 
Kochsalzlosung (PBS)] wird in einem Probengefafi aus Polystyrol inkubiert. (Das 
Probengefafi dient dabei als feste Phase, an der ein Teil des Collagens fixiert wird.) 
Anschliefiend wird die Flussigphase verworfen. Das Probengefafi wird dreimal mit 
phosphatgepufferte Kochsalzlosung, enthaltend 0,1 % Tween® 20 (nachfolgend als 
PBST bezeichnet), gespult, urn nicht fixiertes Collagen auszuwaschen. In das 
Probengefafi werden dann 5 n\ Mag-Anti-Collagen III gelost in 200 fi\ PBST 
gegeben. Es wird 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefiend wird die 
Probe in einer magnetisch abgeschirmten Kammer in einem Feld der Starke 2 mT 
4 cm unterhalb des Squid-Detektors magnetisiert (siehe Figur 1). Nach Abschalten 
des Magnetfeldes wird die Probe vermessen. Dazu wird die Probe wahrend der 
Messung aus der Magnetisierungsspule entfernt. Aus der Differenz der - nach 
Abschalten des Magnetfeldes - ermittelten magnetischen Flufidichten vor und nach 
Entfernung der Probe aus dem Messfeld ergibt sich die Remanenz. Im Falle des 
vorliegenden Beispiels konnte eine Remanenz festgestellt werden. 
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Beispiel 2 

Eine Ldsung von 5 fig Collagen V in 200 /d PBS Puffer pH 7,4 wird in einem 
ProbengefaB aus Polystyrol inkubiert. AnschlieBend wird die Fliissigphase 
verworfen. Das ProbengefaB wird dreimal mit PBST Waschpuffer pH 7,4 gespiilt. 
Zu der Probe werden 5 /xl Mag-Anti-Gollagen m, hergestellt nach Beispiel 1, in 
200 nl PBST gegeben. Es wird 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. 
AnschlieBend wird die Probe in einer magnetisch abgeschirmten Kammer in einem 
Feld der Starke 2 mT 4 cm unterhalb des SQUID-Detektors magnetisiert (siehe 
Figur 1). Nach Abschalten des Magnetisierungsfeldes wird die Probe vermessen. 
Dazu wird die Probe wahrend der Messung aus der Magnetisierungsspule entfernt 
Bei der Collagen V enthaltenden Probe ist keine Remanenz feststellbar. 



15 Beispiel 3 

Aus 10 ml einer 1 ,9 mg/ml Collagen HI-Losung in PBS (pH 7,4) werden jeweils 
5 ml der folgenden Verdunnungen hergestellt: 

20 1000 ng/ml, 100 ng/ml, 10 ng/ml 

Von jeder Verdunnung werden jeweils 1 ml in jeweils einPolystyrolrohrchen 
(Fassungsvolumen 2,5 ml) pipettiert. Die drei Probenrohrchen werden 1 Stunde bei 
37°C inhibiert. Danach wird der Inhalt der Rohrchen verworfen. Die Rohrchen 

25 werden 3mal mit je 1 ml PBST gewaschen. 

In jedes Rohrchen werden 1 ml einer 1 : 100- Verdunnung des Magnetit markierten 
Antikorpers, hergestellt gemaB Beispiel 1, gegeben. Die Rohrchen werden 1 Stunde 
bei Raumtemperatur stehengelassen. Danach werden die Proben mit der in Figur 1 
skizzierten MeBanordnung magnetisiert (2 mT) und nach Abschalten des 

30 magnetisierenden Feldes werden die Proben vermessen. Dazu werden die Proben 
wahrend der Messung aus der Magnetisierungsspule entfernt. Die Auswertung der 
gemessenen Signale ist ein MaB fur die Bindungsremanenz und ergibt den in Figur 2 
wiedergegebenen Zusammenhang. 
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Patentanspriiche 



1 . Verfahren zur qualitativen und/oder quantitativen Detektion von Analy ten in 
Flussig- und/oder Festphasen, dadurch gekennzeichnet, dafi stabile oder 
quasistabile ferro- oder ferrimagnetische Substanzen als nachzuweisende 
magnetische Markierung in Immunoassays oder sonstigen Bindungsassays 
eingesetzt werden und die remanente Magnetisierung der Probe als Mefigrofie 
bestimmt wird. 

2. Verfahren zur qualitativen und/oder quantitativen Detektion von Analyten in 
Immunoassays oder sonstigen Bindungsassays, dadurch gekennzeichnet, dafi 
gebundene magnetische Marker zum Zeitpunkt der Messung in ihrer 
Gesamtheit eine remante Magnetisierung der Probe bewirken, wahrend die 
Magnetisierung ebenfalls in der Probe vorhandener ungebundener 
magnetischer Marker zum Zeitpunkt der Messung in ihrer Gesamtheit durch 
extrinsischen Superparamagnetismus abgeklungen ist. 

3. Verfahren zur qualitativen und/oder quantitativen Detektion von Analyten in 
Flussig- und Festphasen, dadurch gekennzeichnet, dafi 

(i) zunachst strukturspezifische Substanzen mit ferrimagnetischen oder 
ferromagnetischen Substanzen markiert werden und anschliefiend 

(ii) diese magnetisch markierten strukturspezifischen Substanzen zu der zu 
vermessenden Probe gegeben werden, 

(iii) die zu vermessende Probe mittels eines von aufien angelegten 
Magnetfeldes geeigneter Starke aufmagnetisiert wird und 

(iv) nach Abschalten des aufieren Feldes die Remanenz der Magnetisierung 
der kolloidalen Teilchen mittels Magnetfeldsensoren vermessen wird, 
wobei die durch spezifische Bindung auftretende Remanenz und deren 
Ausmafi zur Analyse herangezogen wird. 

4. Verfahren nach den Anspuchen 2 und 3 dadurch gekennzeichnet, dafi anstelle 
der strukturspezifischen Substanzen nachzuweisende Analyte mit 
ferrimagnetischen oder ferromagnetischen Substanzen markiert werden und 
den zu vermessenden Proben die strukturspezifischen Substanzen zugesetzt 
werden. 



Verfahren gemafi den Anspriichen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dafi die 
strukturspezifischen Substanzen Antikorper, Antikorperfragmente, Biotin 
Oder Biotin spezifisch bindende Substanzen, Avidin oder Streptavidin, 
spezifisch an Rezeptoren bindende Agonisten oder deren Antagonisten, 
spezifische Peptide und Proteine, Rezeptoren, Enzyme, Enzymsubstrate, 
Nukleotide, Ribonukleinsauren, Desoxyribonukleinsauren, Kohlenhydrate 
oder Lipoproteine sind. 

Verfahren gemaB den Anspriichen 4 und 5, dadurch gekennzeichnet, dafi die 
strukturspezifischen Substanzen eine Bindungskonstante im Bereich von 10 5 - 
10 15 (mol/l) i haben. 

Verfahren gemaB den Anspriichen 3 und 4, dadurch gekennzeichnet, dafi die 
strukturspezifischen Substanzen eine Bindungskonstante im Bereich von 10 7 - 
10*5 (mol/l)-i haben. 

Verfahren gemaB den Anspriichen 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dafi die 
Probe wahrend der Messung bewegt und damit das Probensignal moduliert 
wird. 

Verfahren gemaB den Anspriichen 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dafi als 
Magnetfeldsensoren als Gradiometer geschaltete Induktionsspulen, Fluxgate- 
Magrietometer, Giant-Magnetoresistance-Sensoren oder magnetoresistive 
Wandler eingesetzt werden. 

Verfahren gemafi den Anspruchen 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dafi als 
Magnetfeldsensoren SQUIDs eingesetzt werden. 

Verfahren gemafi den Anspruchen 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dafi 
dureh stufenweise Magnetisierung der zu vermessenden Probe eine simultane 
Bestimmung von mehreren verschiedenen Analyten in Flussigkeiten oder 
Festsubstanzen durchgefuhrt wird. 

Verfahren gemafi Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dafi fur eine 
simultane quantitative Bestimmung von Analyten unterschiedliche 
ferromagnetische oder ferrimagnetische Substanzen mit diskreten 
Koerzitivfeldstarken verwendet werden. 



Verfahren gemaB den Anspruchen 1 bis 12, dadurch gekennzeichhet, daB die 
intrinsische Neel-Relaxationszeit der verwendeten ferromagnetischen und 
ferrimagnetischen Substanzen groBer als die Messzeit ist. 

Verfahren gemaB Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB die Neelsche 
Relaxationszeit der verwendeten ferromagnetischen und ferrimagnetischen 
Substanzen bei 20 °C langer als 1(H Sekunden ist. 

Verfahren gemaB Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB die Neelsche 
Relaxationszeit der verwendeten ferromagnetischen und ferrimagnetischen 
Substanzen bei 20°C langer als 1 Sekunde ist. 

Verfahren gemaB den Anspruchen 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, daB die 
ferromagnetischen und ferrimagrietischen Substanzen eine PartikelgroBe im 
Bereich von 1 bis 1000 nm aufweisen. 

Verfahren gemaB den Anspruchen 1 bis 16, dadurch gekennzeichnet, daB die 
ferromagnetischen und ferrimagnetischen Substanzen eine PartikelgroBe im 
Bereich von 2 bis 500 nm aufweisen. 

Verfahren gemaB den Anspruchen 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, daB die 
ferromagnetischen und ferrimagnetischen Substanzen mit einer Hulle aus 
oligomeren oder polymeren Kohlenhydraten, Proteinen, Peptiden, 

Nukleotiden, Tensiden, synthetischen Polymeren und/ oder Lipiden 
stabilisiert sind. 

Verbindungen zur Verwendung in Verfahren nach den Anspruchen 1-18, 
dadurch gekennzeichnet, daB sie aus Kombinationen von stabilen oder 
quasistabilen ferrimagnetischen oder ferromagnetischen Substanzen mit 
strukturspezifischen Substanzen bestehen. 

Verbindungen zur Verwendung in Verfahren nach den Anspruchen 1-18, 
dadurch gekennzeichnet, daB die ferrimagnetischen oder ferromagnetischen 
Teilchen eine Neel-Relaxationszeit aufweisen, die langer als 10" 4 Sekunden 
ist. 



Verbindungen zur Verwendung in Verfahren nach den Anspruchen 1.18, 
dadurch gekennzeichnet, dafl die ferrimagnetischen und ferromagnetischen 
Teilchen eine Neel-Relaxationszeit aufweisen, die langerer als 1 Sekunde ist. 

Verbindungen gemaB Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB die 
strukturspezifischen Substanzen Antikorper, Antikorperfragmente, spezifisch 
an Rezeptoren bindende Agonisten, Zytokine, Lymphokine, Endotheline Oder 
deren Antagonisten, sonstige spezifische Peptide und Proteine, Rezeptoren, 
Enzyme, Enzymsubstrate, Nukleotide, Ribonukleinsauren, 
Desoxyribonukleinsauren, Kohlenhydrate oder Lipoproteine sind. 

Verbindungen zur Verwendung in Verfahren nach den Anspruchen 1 - 18, 
dadurch gekennzeichnet, daB die ferromagnetischen oder ferrimagnetischen 
Substanzen stabile oder quasistabile kolloidale Teilchen aus Eisenoxiden, 
Bariumferrit, Strontiumferrit, Reineisen, Chromdioxid, Nickel, Kobalt sowie 
Eisenoxiden mit Mangan-, Kupfer-, Nickel- oder Kobaltzusatzen sind. 

Mittel zur Verwendung in Verfahren nach den Anspruchen 1 1 und 12, 
dadurch gekennzeichnet, daB sie mehrere ferromagnetische oder 
ferrimagnetische Substanzen mit unterschiedlichen Koerzitivfeldstarken 
enthalten. 

Verwendung der Verfahren gemaB den Anspruchen 1 - 18 in der Fertilitat, 
Histokompatibilitat, Allergologie, Infektiologie, Hygiene, Genetik, 
Virologie, Bakteriologie, Toxikologie, Pathologie, Umweltanalytik oder 
medizinischen Diagnostik. 

Verfahren zur Detektion von in den menschlichen Korper eingebrachter oder 
auf den menschlichen Korper aufgetragener ferro- oder ferrimagnetischer 
Substanzen, dadurch gekennzeichnet, daB die Remanenz der Magnetisierung 
der ferro- oder ferrimagnetischen Substanzen nach Abschalteh eines 
magnetisierenden Feldes bestimmt wird. 

Verfahren zur Detektion in den menschlichen Korper eingebrachter oder auf 
den menschlichen Korper aufgetragenen ferro- oder ferrimagnetischer 
Substanzen, dadurch gekennzeichnet, daB zunachst 
(i) strukturspezifische Substanzen mit ferrimagnetischen oder 
ferromagnetischen Substanzen markiert werden und anschlieBend 
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(ii) diese magnetisch markierten strukturspezifischen Substanzen in den 
lebenden Organismus eingebraeht oder auf den Organismus aufgetragen 
werden, 

(iii) das interessierende Volumen des Organismus mittels eines von auflen 
5 angelegten Magnetfeldes aufmagnetisiert wird und 

(iv) nach Abschalten des aufieren Feldes die Remanenz der Magnetisiening 
der magnetischen Marker mittels Magnetfeldsensoren vermessen wird. 

Verfahren gemaB Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, daB als 
strukturspezifische Substanzen Antikdrper, Antikdrperfragmehte, spezifisch 
an Rezeptoren bindende Agonisten oder deren Antagonisten, spezifische 
Peptide und Proteine, Rezeptoren, Enzyme, Enzymsubstrate, Nukleotide, 
Ribonukleinsauren, Desoxyribonukleinsauren, Kohlenhydrate oder 
Lipoproteine verwendet werden. 

Verfahren gemaB den Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, daB die 
spezifisch an Rezeptoren bindenden Agonisten oder Antagonisten Zytokine, 
Lymphokine, Endotheline oder deren Antagonisten sind. 

20 30. Verfahren gemaB Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, daB die 

strukturspezifischen Substanzen eine Bindungskonstante im Bereich von 10 5 
10!5 (mol/l)-l haben. 



28. 



10 



15 



29. 



31. Verfahren gemaB den Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, daB die 

25 strukturspezifischen Substanzen eine Bindungskonstante im Bereich von 10 7 

10 15 (mol/l)-i haben. 

32. Verfahren gemaB den Anspruchen 26 bis 3 1 , dadurch gekennzeichnet, daB 
als Magnetfeldsensoren Superconducting Quantum Interference Devices 

30 (SQUIDs), Induktionsspulen, Fluxgate-Magnetpmeter, Giant- 

Magnetoresistance-Sensoren oder magnetoresistive Wandler eingesetzt 
werden. 

33. Verwendung von Verbindungen nach einem der Anspruche 19 bis 23, in 
35 Verfahren gemaB den Anspruchen 27 bis 32. 



Verwendung ferri- oder ferromagnetischen Substanzen in Verfahren gemafi 
Anspruch 26. 

Mittel zur Anwendung in Verfahren gemafi den Anspriichen 27 bis 32, 
dadurch gekennzeichnet, dafi sie eine Mischung verschiedener ferri- oder 
ferromagnetischer Substanzen mit strukturspezifischen Substanzen enthalten. 

Verbindungen zur Anwendung in Verfahren gemafi den Anspriichen 26 bis 
32, dadurch gekennzeichnet, die Neel-Relaxationszeit der ferro- oder 
ferrimagnetischen Substanzen bei 37°C grofier als 1(H Sekunden ist. 

Verbindungen zur Anwendung in Verfahren gemafi den Anspriichen 26 bis 
32, dadurch gekennzeichnet, dafi die Neel-Relaxationszeit der ferro- oder 
ferrimagnetischen Substanzen bei 37 °C grofier als 1 Sekunde ist. 

Verbindungen gemafi den Anspriichen 36 und 37, dadurch gekennzeichnet, 
dafi die ferri- oder ferromagnetischen Substanzen Eisenoxide oder Eisenoxide 
mit Mangan-, Kupfer-, Nickel- oder Kobaltzusatzen sind. 
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